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Resumen 
Se ha observado que los microorganismos presentes en las aguas radiactivas de las piscinas de 
almacenamiento de combustible nuclear gastado son capaces de colonizar las superficies 
metálicas de las paredes y conducciones y formar biopelículas. Estas biopelículas retienen los 
radionúclidos de las aguas contribuyendo a su descontaminación. En este proyecto, llevado a 
cabo en la Central Nuclear de Cofrentes, se ha diseñado una planta piloto para la 
biodescontaminación de las aguas radiactivas. 
El sistema de biorremediación ideado se aplica durante el tratamiento de las aguas de las 
piscinas. El agua radiactiva procedente de las piscinas nucleares se hace pasar por un biorreactor 
que contiene ovillos de acero inoxidable susceptibles de ser colonizados por los 
microorganismos existentes en dichas aguas. A su paso por el biorreactor, el agua entra en 
contacto con el material del ovillo, y se forma una biopelícula que retiene los radionúclidos 
presentes en el agua. La biopelícula es fácilmente eliminada por cualquier procedimiento 
convencional de descontaminación radioquímica de materiales y los radionúclidos se pueden 
concentrar en un volumen pequeño de eluyente para su recuperación, disposición final o 
contención. A continuación, el material del biorreactor puede ser gestionado como material no 
radiactivo. 
 
1. Introducción 
La biorremediación consiste en el uso de sistemas biológicos para reducir o eliminar la 
presencia de contaminantes en el medio ambiente. Las bacterias son los principales agentes 
empleados en estos procesos, aunque algas y hongos también resultan eficaces, y todos ellos 
pueden emplearse vivos, muertos o, incluso sólo en forma parcial como sus enzimas. Aunque 
los radionúclidos no pueden ser biodegradados, los microorganismos pueden interaccionar con 
ellos de forma directa o indirecta a través de uno o varios procesos de biotransformación, 
bioacumulación, biosorción y bioprecipitación.  
La biorremediación de residuos radiactivos depende principalmente de la capacidad de los 
microorganismos para sobrevivir bajo radiación. Se han descrito numerosas especies 
microbianas con capacidad de transformar, detoxificar o inmovilizar contaminantes metálicos y 
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orgánicos, que podrían ser empleadas en el tratamiento de los radionúclidos siguiendo los 
mismos principios que rigen estos mecanismos. El problema que presentan a la hora de tratar 
ambientes radiactivos es su sensibilidad a la radiación. Por ello, es necesario la identificación de 
especies resistentes, las cuales pueden encontrarse en las propias zonas contaminadas. Así, se ha 
detectado actividad microbiana en centrales nucleares y en zonas de almacenamiento de 
residuos radiactivos.  
En este proyecto, las piscinas de almacenamiento de combustible nuclear gastado serán la fuente 
de microorganismos. A pesar de sus características oligotróficas (pobres en nutrientes) y de alta 
radiación, y de los tratamientos de desionización que se aplican habitualmente en las piscinas, se 
ha observado el desarrollo de microorganismos y la formación de biopelículas. Muchos de los 
microorganismos que conforman las biopelículas experimentan cambios en su morfología y 
estructura celular, que impiden su crecimiento en medios de cultivo en el laboratorio y su 
detección e identificación requiere técnicas de biología molecular independientes de cultivo. 
La mayoría de estas técnicas se basan en la amplificación total o parcial del gen que codifica 
para la subunidad 16S del RNA ribosómico (16S rDNA). Este marcador genético, que está 
evolutivamente conservado, permite identificar las bacterias y compararlas entre sí. Para el 
análisis del 16S rRNA se pueden usar diferentes técnicas de microbiología molecular, como la 
PCR (Polymerase Chain Reaction, reacción en cadena de la polimerasa). 
2. Objetivos del Proyecto MICRORRAD 
Este proyecto, que se está llevando a cabo en la Central Nuclear de Cofrentes, pretende 
desarrollar un sistema on-line de biorremediación de aguas radiactivas que permita la 
descontaminación total o parcial de las aguas radiactivas de una central nuclear. Se 
aprovecharán las propiedades de la microflora que se desarrolla de forma natural en las aguas de 
las piscinas de almacenamiento de combustible nuclear gastado para desarrollar biopelículas 
sobre la superficie de materiales metálicos, en este caso de aceros inoxidables. 
3. Instalación de la Planta Piloto 
En la Figura 1 se puede observar un esquema simplificado del sistema de biorremediación a 
escala piloto que se instaló en el sistema de limpieza de las piscinas de combustible. Esta Planta 
Piloto consta de dos biorreactores de acero inoxidable en cuyo interior se introducen sendos 
bastidores. Dichos bastidores cuentan con doce platos sobre los que se posicionaron idéntico 
número de ovillos de acero inoxidable. Estos ovillos son los destinados a servir como base para 
la fijación de los microorganismos. 
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Figura 1. Esquema de la Planta Piloto instalada en la Central Nuclear de Cofrentes 
para la biodescontaminación de las aguas radiactivas 
En la entrada de uno de los biorreactores, se instaló una lámpara de ultravioleta (Figura 2), con 
el fin de evaluar cómo afectaría este factor externo al desarrollo de las biopelículas. 
 
Figura 2. Lámpara ultravioleta utilizada en la Planta Piloto, apagada (imagen de la 
izquierda) y encendida (imagen de la derecha) 
Una vez ejecutada la instalación del sistema y realizada una prueba hidrostática para asegurar la 
estanqueidad del mismo, se procedió a introducir los ovillos en el interior de cada uno de los 
biorreactores, tal y como se muestra en la Figura 3, y se puso el sistema en servicio con un 
caudal constante de 3 L/s. 
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Figura 3. Secuencia de la instalación de los ovillos en el interior de uno de los 
biorreactores 
4. Resultados y discusión 
Los ovillos de acero inoxidable se extrajeron de los biorreactores a los 55, 90, 153, 186, 298, 
367, 446, 515, 580 y 635 días. En esta última extracción se retiraron todos los ovillos que 
faltaban hasta completar los doce instalados, ya que la medida de radiactividad en los mismos 
era casi nula. 
Se han realizado análisis de actividad gamma y estudios mediante microscopía de 
epifluorescencia y de microscopía electrónica de barrido (SEM), además de la extracción de 
ADN para intentar identificar los microorganismos formadores de las biopelículas sobre los 
ovillos. 
4.1. Análisis microbiológico de las biopelículas 
Las técnicas microscópicas han puesto de manifiesto que los microorganismos presentes en el 
agua de las piscinas de combustible nuclear gastado son capaces de desarrollarse sobre la 
superficie del acero inoxidable de los ovillos (Figura 4). Pasados 30 días se observan, por 
microscopía de epifluorescencia, pequeñas colonias microbianas sobre la superficie del material, 
que van desarrollándose y, al cabo de 90 días, aparecen conectadas entre sí por sustancias 
poliméricas extracelulares, responsables de la estructura y de muchas de las propiedades de las 
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biopelículas. A los 153 días se puede apreciar, por microscopía electrónica de barrido, que la 
biopelícula está creciendo sobre el acero inoxidable y después de 186 días se observa una 
biopelícula madura en los ovillos sumergidos en ambos biorreactores. Tras 446 días los estudios 
microscópicos muestran que la biopelícula está envejeciendo y empiezan a observarse sobre el 
material productos de corrosión. En la extracción de ovillos efectuada después de 580 días, 
apenas se aprecian células microbianas sobre la superficie de un material que está ya muy 
deteriorado. 
 
Figura 4. Imágenes de microscopía electrónica de barrido, mostrando la biopelícula 
formada sobre los ovillos de acero inoxidable a los 90 días(A), 186 días (B), 446 días 
(C) y 580 días (D). 
En cuanto a la identificación de los microorganismos formadores de las biopelículas sobre los 
ovillos del material metálico, se han puesto a punto las técnicas de extracción de material 
genético. Del ADN extraído de las biopelículas desarrolladas sobre los ovillos metálicos se ha 
amplificado un fragmento del gen 16S rDNA mediante PCR y se ha clonado en células 
competentes de Escherichia coli utilizando el TOPO TA Cloning Kit for Sequencing 
(Invitrogen). Los clones positivos se han secuenciado en un secuenciador automático y las 
secuencias de ADN obtenidas para cada fragmento clonado se han comparado en la base de 
datos pública del NCBI (National Center of Biotechnology Information; www.ncbi.nlm.nih.gov) 
mediante el algoritmo Megablast, que muestra aquellas secuencias con mayor porcentaje de 
homología. 
Los microorganismos formadores de las biopelículas desarrolladas sobre los ovillos de acero 
inoxidable pertenecen a los grupos filogenéticos de Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria, 
Actinobacteria y Bacteroidetes fundamentalmente (Tabla 1). La mayor parte de los clones 
obtenidos no ha podido asociarse con ningún género bacteriano conocido y corresponden a 
bacterias no cultivables. 
La aplicación de las técnicas moleculares, independientes de cultivo en el laboratorio, para la 
identificación de los microorganismos que constituyen las biopelículas, y concretamente las 
técnicas de clonación, han puesto de manifiesto que estas biopelículas están constituidas por una 
A B C D 
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diversidad de microorganismos no cultivables y cuya importancia en la descontaminación de las 
aguas radiactivas puede ser muy relevante. 
Tabla 1. Grupos filogenéticos presentes en las biopelículas desarrolladas sobre los 
ovillos de acero inoxidable. 
Grupo Filogenético Biorreactor no-UV Biorreactor UV 
Alphaproteobacteria 8,1% 58,84% 
Betaproteobacteria 2,7% 5,88% 
Gammaproteobacteria 40,5% 5,88% 
Actinobacteria 37,8% - 
Bacteroidetes 10,8% 23,52% 
No asociadas a grupo - 5,88% 
 
4.2. Actividad gamma de las biopelículas 
En la Figura 5 se muestra la actividad gamma acumulada por las biopelículas desarrolladas 
sobre los ovillos de acero inoxidable a lo largo del estudio. A los 90 días, cuando la biopelícula 
se ha formado empieza a detectarse cierta actividad, siendo el 
60
Co el principal radionúclido 
acumulado. Esta actividad continua aumentando hasta aproximadamente los seis meses, en que 
comienza a decaer. Finalmente, a los 635 días, y coincidiendo con la fase de desaparición de la 
biopelícula apenas se detecta radioactividad en los ovillos. 
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Figura 5. Actividad gamma en los ovillos de acero inoxidable 
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5. Conclusiones 
Se ha diseñado y construido una planta piloto on-line para el estudio de la biorremediación de 
aguas radiactivas en el entorno de una central nuclear. 
Se ha constatado el desarrollo de biopelículas microbianas sobre la superficie de los ovillos de 
acero inoxidable en las condiciones establecidas por este sistema on-line. 
Se han identificado los microorganismos integrantes de estas biopelículas mediante técnicas 
moleculares independientes de cultivo innovadoras en este ambiente nuclear particular. 
Se ha demostrado la participación de las biopelículas microbianas en la retención de 
radionúclidos del agua radiactiva, poniéndose de manifiesto el proceso de biorremediación 
planteado. 
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